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Prof. dr hab. Barbara Machura Katowice, 21.07.2020

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Katarzyny Lesiow
zatytulowanej ,,Charakterystyka i aktywnos¢ prooksydatywna komplekséw Cu(Il)
z fragmentami bialka FomA Fusobacterium nucleatum”
wykonanej w Zespole Zastosowan Strukturalnych EPR Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego pod kierunkiem dr hab. Aliny Bienko, prof. UWr

oraz dr Urszuli Komarnickiej jako promotora pomocniczego

Przedlozona do recenzji praca porusza bardzo aktualng i wazng tematyke zwigzang
z procesami nowotworzenia komorek jelita grubego w efekcie dysbiozy mikroflory jelitowe;.
Rak jelita grubego to jeden z najgrozniejszych i najbardziej podstgpnych nowotworow
zlosliwych. Przez dlugi okres czasu rozwija si¢ w organizmie cztowieka zupetnie
bezobjawowo. Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia zajmuje trzecie miejsce pod
wzgledem zapadalnosci, a drugie — biorge pod uwagg liczbe zgonow. Z tych wzgleddéw prace
badawcze nad etiologig i mechanikg powstawania tego nowotworu zaliczane sg do jednych
z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej nauki.

W centrum naukowego zainteresowania Doktorantki znalazty si¢ procesy koordynacji
jonéw miedzi(Il) do roznych fragmentow gloéwnego biatka blony zewnetrznej bakterii
beztlenowej Fusobacterium nucleatum (Fn), ktérej] nagromadzenie, wraz ze znacznym
wzrostem stezenia jonow miedzi i wzmozong produkcjg reaktywnych form tlenu (RFT),
potwierdzono w tkankach nowotworowych jelita grubego. Poczynione w 2012 roku
obserwacje mogg wskazywaé¢ na kluczowy udziat w procesie kancerogenezy reakcji
rodnikowych bedacych efektem aktywnosci metaloprotein z udziatem jonéw miedzi i biatek
Fusobacterium nucleatum. Biorgc pod uwage zlozono$¢ interakcji pomiedzy stanem
zapalnym, mikroflorg jelitowa, predyspozycjami genetycznymi cztowieka i czynnikami
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srodowiskowymi, postawiona hipoteza, zakladajaca istnienie zwigzku pomigdzy
prooksydatywng rolg jonow Cu(Il) a wchodzgcymi z nimi w odzialywanie biatkami
powierzchniowymi bakterii Fn i nowotworem jelita grubego, wymaga jeszcze wielu
szezegdlowych badan. W ten nurt prac badawczych wpisuje sie wtasnie praca doktorska mgr
Moniki Lesiow. Nie mam zadnych watpliwosci, ze wyniki badan Doktorantki stanowig
wazny krok na drodze do lepszego zrozumienia mechanizmu nowotworzenia komorek jelita
grubego.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Lesiéw zostata przygotowana w uktadzie typowym
dla prac eksperymentalnych, obejmujgcym dwie zasadnicze czgsci — literaturowy
i do$wiadczalng. W pierwszym rozdziale przegladu literaturowego Doktorantka przedstawia
koncepcje aktywnosci nowotworowej bakterii Fusobacterium nucleatum. W mojej opinii ten
rozdzial zastluguje na szczegdlne wyrdznienie. Przedstawione w nim zagadnienia i dane
literaturowe znakomicie uzasadniajg podjecie badan nad kompleksami Cu(Il) z fragmentami
biatka FomA bakterii Fn w powigzaniu z procesami powstawania nowotworu jelita grubego.
Nastepnie  Autorka prezentuje krotkg charakterystyke miedzi jako pierwiastka
z uwzglednieniem roli jondw miedzi w zywym organizmie, jej dostarczaniem do organizmu
i transportem wewngtrzkomérkowym. Kolejne podrozdziaty dotyczg struktury peptydéw, ich
zdolnosci wigzania jonow metali oraz znaczenia peptydowych kompleksow miedzi.
Doktorantka przybliza takze Czytelnikowi zagadnienia zwigzane 2z powstawaniem
reaktywnych form tlenu i efektami stresu oksydacyjnego. Cze$¢ literaturowg rozprawy
konczy rozdzial przedstawiajgcy podstawy teoretyczne stosowanych przez Nig metod
badawczych. Doktorantka dokonuje opisu metody miareczkowania potencjometrycznego,
elektronowej spektroskopii absorpcyjnej w zakresie UV-Vis, elektronowej spektroskopii
emisyjnej w zakresie UV-Vis, spektroskopii dichroizmu kotowego, spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego, spektrometrii mas oraz elektroforezy w zelu
agarozowym. Zaletg tego fragmentu sg krotkie wyjasnienia celowosci zastosowania danej
metody w trakcie realizacji badan wilasnych oraz uwzglednienie danych liczbowych dla
analogicznych ukladow, co jest istotne w konteks$cie interpretacji wynikow dla otrzymanych
przez Autorke peptydowych form kompleksowych, w szczegélnosci do okreslenia modelu
koordynacji w tych kompleksach. W mojej opinii dobrym uzupelnieniem tego rozdziatu

bylyby opis technik identyfikacji reaktywnych form tlenu oraz przedstawienie podstaw
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metodyki badan biologicznych i mikrobiologicznych. Biorgc jednak pod uwage, ze
Doktorantka omawia szczegdélowo sposoby wykrywania RFT w rozdziale ,,Monitorowanie
generacji  reaktywnych  form tlenu (RFT)”, a przy opisie badan biologicznych
i mikrobiologicznych wprowadza szereg dodatkowych uzupelnien i wyjasnien, powyzsza
uwaga dotyczy wlasciwie uktadu pracy, a nie stanowi zarzutu merytorycznego.

Generalnie, cze$¢ literaturowg uwazam za kompetentne opracowanie, w ktérym Autorka
wykazata si¢ dobrg znajomoscig literatury przedmiotu. Zawarte w niej tresci stanowig dobre
wprowadzenie Czytelnika do tematyki pracy doktorskiej i metodologii badan.
Wielowatkowos¢ przegladu literaturowego jest konsekwencjg szerokiego zakresu badan
prowadzonych  przez Doktorantke. Przedtozona rozprawa ma bowiem  charakter
interdyscyplinarny, wpisujac si¢ w zagadnienia z zakresu chemii, biologii i medycyny.

Cel i zalozenia rozprawy zostaty jasno sformutowane. Ligandy peptydowe stanowigce
fragmenty gldwnego biatka blony zewnetrznej Fusobacterium nucleatum (nazywanego w
skrocie bialkiem FomA) zostaly wybrane do badan w sposéb bardzo przemyslany 1 trafny.
Dobrano je tak, by z jednej strony mozliwie jak najlepiej imitowaly strukture przestrzenng
petli biatkowej i zapewnialy mozliwos$¢ efektywnego wigzania jonéw Cu(Il), a z drugiej — by
dawaly mozliwo$¢ zbadania wptywu liczby reszt histydylowych i ich potozenia w sekwencji
tancucha peptydowego na stechiometrie, trwato$¢ termodynamiczng oraz geometrie
otrzymanego kompleksu Cu(Il), a nastepnie pozwolily wyznaczy¢ korelacje pomiedzy
sposobem wigzania jonoéw Cu(Ill) a aktywnoscig prooksydatywng kompleksu Cu(Il).
Dodatkowo, jeden z ligandéw peptydowych poddano cyklizacji celem okreslenia wpltywu
modyfikacji strukturalnej szkieletu peptydowego na proces wigzania jonéw metalu.
W rezultacie przedmiotem badan Autorki bylo szereg form kompleksowych Cu(Il)
powstalych w reakcji jonow miedzi(Il) z siedmioma réznymi fragmentami biatka FomA
w szerokim zakresie pH roztworu (2,5 - 10,5), ze szczegdlnym uwzglednieniem uktadow
odpowiadajgcym wartosciom pH jelita grubego (pH od 5,5 do 7.,5). Réwniez zakres
prowadzonych przez Doktorantke prac badawczych byl bardzo szeroki, obejmujac:

e szczegolowsg analize strukturalng uktadow peptydowych miedzi(II) w oparciu o dane
potencjometryczne, widma ESI-MS i wyniki metod spektroskopowych UV-Vis, CD

i EPR;
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o identyfikacje RFT generowanych przez ligandy peptydowe i ich kompleksy Cu(Il)
w obecnosci nadtlenku wodoru, kwasu askorbinowego i mieszaniny tych dwdch
substancji;

o weryfikacje czy zaprojektowane ligandy peptydowe i ich kompleksy miedzi(II) sa
zdolne do stymulowania mysich komorek raka okreznicy komérki CT26 do zewngtrz-
i wewnatrz-komorkowej produkcji RFT, wraz z ocena zdolno$ci wytworzonych RFT
do peroksydacji lipidow;

e zbadanie interakcji pomiedzy szczepem bakteryjnym Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum DSM 20482 a jonami Cu(II) i nadtlenkiem wodoru.

Tak szerokie spektrum badan bylo mozliwe dzieki wspélpracy z Zespolem Fizykochemii
Koordynacyjnej i Bionieorganicznej kierowanym przez prof. dr hab. Grazyng Stochel na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz Zaktadem Mikrobiologii kierowanym
przez prof. dr hab. Gabriele Bugle-Ploskonska w Instytucie Genetyki i Mikrobiologii
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Co jednak szczeg6lnie istotne
w  kontekscie recenzji niniejszej pracy doktorskiej, eksperymenty biologiczne
i mikrobiologiczne zostaly wykonane samodzielne przez Doktorantke w ramach stazow
naukowych w tych jednostkach.

Korzystajac z szerokiej gammy metod eksperymentalnych mgr Monika Lesiow
zrealizowala wszystkie zalozone cele. Wykazala szereg istotnych zaleznosci pomigdzy
sposobem wigzania jonéw miedzi(Il) do fragmentéw biatka Fn a zdolnoscig powstatych
peptydowych komplekséw do generacji RFT. Do najwazniejszych osiggnig¢ Doktorantki
zaliczam:

e wyznaczenie modeli koordynacyjnych dla otrzymanych form kompleksowych Cu(II)

z badanymi fragmentami biatka FomA Fusobacterium nucleatum;

e wykazanie, ze reaktywnymi formami tlenu generowanymi przez peptydowe
kompleksy miedzi(Il) w obecnosci nadtlenku wodoru, kwasu askorbinowego i ich
mieszaniny s3 w gléwnej mierze rodnik hydroksylowy i tlen singletowy, rzadziej
rodnik nadtlenkowy, a anionorodnik ponadtlenkowy nie powstaje;

e okreslenie wplywu modelu koordynacyjnego kompleksu na poziom generowanych

wolnych rodnikéw i potwierdzenie udziatu RFT w procesach uszkodzenia DNA;
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e wykazanie, ze formy kompleksowe jonow miedzi(Il) z fragmentami biatka FomA
stanowig reprezentatywny model do badania interakcji Cu(II)-bialko bakterii—
komorka gospodarza;

e potwierdzenie wewnatrz- i zewngtrzkomorkowej produkeji RFT przez komorki CT26
stymulowane peptydowymi kompleksami Cu(Il);

e wykazanie powstawania uszkodzen wielonienasyconych kwasow tluszczowych
w efekcie wewnatrzkomérkowego wyrzutu RFT w mysich komoérkach raka okre¢znicy
(CT26) traktowanych kompleksami Cu(Il) z fragmentami bialka FomA oraz
potwierdzenie zwigzku pomigdzy stezeniem dialdehydu malonowego (MDA)
a poziomem RFT;

e Udowodnienie, ze szczep Fusobacterium nucleatum DSM 20482 z dodatkiem jonow
Cu(Il) i w obecnosci nadtlenku wodoru jest zaangazowany w produkcje wolnych

rodnikow, najprawdopodobniej generowanych na zewnatrz komoérki bakteryjne;.

Osiggniecia Autorki uwazam za znaczace, a przedstawiony w rozprawie material badawczy
W mojej opinii znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Oceniajgc
uzyskane przez Doktorantke wyniki pragne takze podkresli¢, ze ich warto§¢ merytoryczna
zostala juz w zdecydowanej czeSci pozytywnie zweryfikowana przez grupg specjalistow
realizujacych badania w tej dziedzinie. Wigkszo$¢ wynikow badan przeprowadzonych
i dyskutowanych przez Doktorantke w rozprawie doktorskiej zostata opublikowana. Byty one
przedmiotem 5 prac oryginalnych, ktore ukazaly si¢ w renomowanych czasopismach
naukowych w latach 2018 - 2020: Dalton Transactions (IF = 4,052), Metallomics (IF = 3,571),
Chemical Research in Toxicology (IF = 3,278), Future microbiology (IF = 2,746). W czterech
z nich Pani mgr Monika Lesiow jest pierwszym z autor6w, co jednoznacznie wskazuje na Jej
wiodgcy udzial. Trzy kolejne prace bezposrednio zwigzane z tematyka rozprawy doktorskiej
sg na etapie przygotowywania lub zostaly juz wystane do redakcji czasopism. Natomiast
dorobek naukowy Autorki uzupelniajg trzy inne publikacje niezwigzane z tematyka pracy
doktorskiej, ktére ukazaly si¢ w czasopismach z listy filadelfijskiej (Journal of Inorganic
Biochemistry (IF = 3,224) i Metallomics (IF = 3,571)), trzy artykuty w Wiadomosciach
Chemicznych oraz dwie prezentacje posterowe i pieé wystgpien ustnych na konferencjach

krajowych (2) i miedzynarodowych (6). Z zalaczonych materialdw wynika réwniez,
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ze mgr Monika Lesiow kierowala jednym projektem badawczym z dotacji celowej
z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, byta wykonawcg w dwoéch grantach
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz odbyla dwa krajowe staze naukowe,
o ktérych juz wspominatam weczesniej. Dorobek publikacyjny i aktywno$¢ naukowsg
Doktorantki na tym etapie kariery naukowej uznaje za wyrdzniajace. Wyrazem uznania dla
osiggnie¢ naukowych Doktorantki sg takze trzy stypendia Rektora Uniwersytetu
Wroctawskiego dla najlepszych doktorantow, trzy stypendia projakosciowe oraz stypendium
doktoranckie im. Ludwika Sosabowskiego.

Oceniajgc formalng strone pracy stwierdzam, ze rozprawa doktorska zostata
przygotowana bardzo starannie, jest napisana poprawnym jezykiem, cechuje si¢ przejrzysta
szatg graficzng z rysunkami wysokiej jakosci, ktore dobrze obrazujg zagadnienia poruszane
w czesci literaturowej oraz dobrze dokumentuja wyniki badan wilasnych. Bedac jednak
zdecydowang zwolenniczka syntetycznych opisow, pewne moje watpliwosci budzi przyjety
przez Doktorantke sposob prezentacji i dyskusji wynikéw badan odnoszacy si¢ do
poszczegdlnych par: kompleksow Cu(ll) z peptydami 1L i 2L, kompleksow Cu(ll) z
peptydami 3L i 4L, kompleksow Cu(Il) z peptydami SL i 6L, i oddzielnie form
kompleksowych Cu(Il) z cyklicznym ligandem oznaczonym jako 7L. Wprawdzie pozwolito
to Autorce dokonaé¢ bardzo doglebnej analizy badanych uktadéw, ale z drugiej strony
spowodowato, ze praca w niektorych fragmentach jest w mojej opinii przesadnie
rozbudowana. Powyzsza uwaga jednak nie umniejsza mojej bardzo wysokiej oceny
recenzowanej pracy.

W podsumowaniu pragne jeszcze podkreslié, ze Doktorantka wiasciwie
zidentyfikowata problemy badawcze, prawidlowo dobrala metody badawcze, korzystata
z szeregu zaawansowanych eksperymentow, w tym przyktadowo putapkowania spinowego
EPR w warunkach komoérkowych. Przedstawila prawidlowg interpretacj¢ wynikéw swoich
badan, wykazujgc si¢ w tym wzgledzie duzg wiedzg i umiejetnosciami w obszarze badan
i stosowanych technik badawczych.

7 pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Charakterystyka
i aktywnos¢ prooksydatywna kompleksow Cu(ll) z fragmentami bialka FomA Fusobacterium
nucleatum” autorstwa Pani mgr Moniki Lesidow w pelni spelnia wymagania stawiane pracom

doktorskim okreslone Ustawg z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajgce ustawe - prawo
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o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669), Ustawg z dnia 14 marca 2003r.
,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sziuki”
(Dz.U. 2003 Nr 65, poz. 595, z p6zniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzeniem Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018r. (Dz.U. z 2018 1., poz. 261), i na tej
podstawie wnosze o dopuszczenie Panig mgr Monike Lesiow do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Uwzgledniajagc natomiast aktualno$é¢ i wazko$¢ podjetej tematyki badawczej,
kompleksowo$¢ badan o charakterze interdyscyplinarnym oraz warto$S¢ merytoryczng
uzyskanych wynikéw, ktore w zdecydowanej czgsci zostaly juz opublikowane
w prestizowych czasopismach z listy filadelfijskiej wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowe;j
Nauki Chemiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o wyr6znienie rozprawy mgr Moniki

Lesiow.
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